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組換え率の低さや DNA 構築の繁雑さなどの問題があり、さらなる改良が模索されている。一方近年、 loxP 配列に挟
まれた部分が効率的に切り出される Pl ファージ由来の cre-loxP 組換えシステムがさまざまな研究に用いられるよ




最初にコスミドベクターに loxP 配列をタンデムに 2 個つないだものを導入し、 pLC コスミドを作製した。次にアデ
ノウイルスゲノム(環状)の El 領域を欠失させたものを pLC コスミドの loxP 間にライゲーションした後、 in vitro 
パッケージングによりパクテリオファージラムダの頭部に収容し、 pALC コスミドを作製した。発現カセットとして、
CAG プロモーターの下流に、マウスインターロイキン 5 、 EMC ウイルス由来 IRES、 EGFPcDNA を結合した断片を
作製した。 pALC コスミドと IL-5-EGFP の発現カセットをライゲーションし、ラムダブアージの頭部にパッケージン
グして pALC-IL-5 を作製した。 pALC-IL-5 と cre レコンビナーゼを発現する pMCl-cre プラスミドを293細胞にコ
トランスブェクションした。 cre レコンビナーゼ、が存在すると、トランスフェクション後 8 日以内に全ての293細胞に
おいてウイルス増殖 (CPE) が認められ、効率よく loxP に挟まれたコスミド部分が切り出され、感染性のアデノウイ
ルスベクターが産生されたことが示された。
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2 .ウイルス DNA の解析
CPE の観察された293細胞の培養液の遠心上清を別の293細胞に感染させ、全面に CPE が確認できた細胞について、
凍結・融解を 6 回繰り返して得たウイルス懸濁液からウイルスベクター DNA を回収した。制限酵素による解析結果よ
り pALC-IL-5 の中のコスミド本体の DNA は cre レコンビナーゼ、の発現によって除去され、その結果形成された発現
カセットを含む38 kb のアデノウイルスゲノムがウイルス粒子に収容されたことが示された。
3 .感染細胞における EGFP、 IL-5 の発現
ウイルスのプラークが発達するに従い、すべてのプラークの周辺に強い EGFP 蛍光が認められた。 IL-5 と EGFP は
IRES により bicistronic に転写されることが考えられるが、実際10個のウイルスクローンについて調べたところ、それ












E1 領域を欠失させたアデノウイルスゲノムに loxP 配列ではさまれたコスミドと発現カセットを組込んだコスミド
ベクターを作製し、 cre 発現プラスミドと共に293細胞に cotransfection したところ、 transgene を発現するウイルスベ
クター産生が確認された。また、得られたウイルス DNA では、 cre/ loxP システムによりコスミド部分が完全に除去
されていた。この方法の特徴は、大きなサイズの DNA を容易に扱えるコスミドを用い、 cre-loxP 組換えシステムと
パッケージングサイズによる選択を利用して、目的とする組換えウイルスベクターを効果的に選択できることであ
る。
本研究により開発された構築法を用いることにより、これまでの方法と比較して、より簡便に効率よく組換えアデ
ノウイルスベクターを作製することが可能となった。今後アデノウイルスベクターの遺伝子治療やさまざまな生命科
学実験への利用が促進されるものと考えられ、学位に値するものと考えられる。
